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論 文 内 容 要 旨
共 同研 究 者 で あ る 山 根 らが 見い 出 した塩 化 アル ミニ ウム皮 下 投 与 に よ る4-nitroquinoline1-
ox重de(4-NQO)マ ウス肺 癌 抑制 効 果 につ い て,そ の 抑 制 機 序 を生 化 学 的 に研 究 した 。
現 在,化 学 発 癌 物 質 に よ る発 癌 機 構 のfirststepと して,発 癌 物 質 の 標 的 臓 器 へ の 移 行 と蓄 積,
核 酸 との 結合 等 が 考 え られ て い る。
そ こで 塩 化 アル ミニ ウ ム に よ る4-NQO発 癌 の抑 制 機 構 を 明 らか にす るた め に,マ ウ ス肺 及 び
肝 に お け る4-NQOの 代 謝 につ いて 研 究 し,つ いで4-NQOやproximatecarcinogenと い わ れ
て い る4-hydroxyaminoquinoline1-oxide(4-HAQO)な どの 代 謝 産 物 の 臓 器 内 分 布 及 び
核 酸 へ の 結 合 に 及 ぼ す 塩 化 ア ル ミニ ウ ムの 影 響 に つ い て検 討 を 行 っ た。
本 研 究 はま ず4-NQOと,4-HAQOを は じめ とす る その 代 謝 産 物 の 生 体 試 料 中 か らの 定 量 法
を 確 立 し,そ れ を 用 い て マ ウ ス に於 け る4-NQO発 癌 の 標 的 臓 器 で あ る肺,な らび に 薬物 代 謝 の
面 で 重 要 な 臓 器 の 一 つ で あ る肝 で の4-NQOreσuctase及 び4¶AQOreductaseの 活 性 を 検
討 し,・ま た4-NQOと その 代 謝 産 物 の 両 臓 器 内分 布 に 及 ぼ す塩 化 ア ル ミニ ウ ムの 影響 に つ い て 薄
層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(TLC)を 用 い 検 討 した。
次 に発 癌 物 質 の 核 酸 へ の 結 合 に及 ぼ す 塩 化 アル ミニ ウム の影 響 につ い て検 討 した。 即 ち マ ウス
及 び ラ ッ ト0>肺 な らび に肝DNA,RNAを 用 い て,seryl-AMP共 存下 に 於 け るinvitroと,塩
化 アル ミニ ウ ム皮 下 投 与 によ るinvivoで 検 討 した。
さ ら に各 種homopolyribonucleotidesを 用 い,4-HAQOの 各核 酸 塩 基 へ の結 合性,な らび
に 核 酸 塩 基 との付 加体 生 成 物 の 種 類 とそ の安 定 性 に及 ぼす 塩 化 ア ル ミニ ウム の 影響 に つ い て検 討
した。
14-NQOと そ の代 謝 産 物 の生 体 試 料 中 か らの定 量 法
4-NQOと そ の代 謝 産物 の定 量 法 に 関 して,主 に蛍 光定 量 法 を と り入 れ検 討 した結 果 か な り精
度 よ く分 離定 量 が で き る よ うに な った。 即 ち 主体 試料 中の4-NQOは,ベ ンゼ ンにて 抽 出 し,吸
光度 測定 に よ り定 量 を 行 った。 代 謝 産物 で あ る4-HAQO,4-Aminoquinoline1-oxide(4-
AQO),4-Hydroxyquinoline1-oxide(4-OHQO),及 び4-Aminoquinoline(4-AQ)は,
TLCに て分 離 後,そ れ ぞれ を 薄 層 プ レー トよ り抽 出 し蛍 光 定 量 を行 った。
本 定 量 法 の確 立 に よ り生 体 試 料 中 の4-NQOの 代 謝 産 物 は それ ぞ れ の共 存 に影 響 され る こ と な
く,直 接 に しか も蛍 光 定 量 とい う同種 の方 法 で,高 感 度 に定 量:がで きる よ うに な っ た。
H4-NQOreductase及 び4-HAQOreductase活 性 に及 ぼす 塩 化 ア ル ミニ ウム の
影 響
マ ウ スの肺 な らび に肝 を用 い て,塩 化ア ル ミニ ウムを 皮 下 投 与す る と,肺 な らび に肝 に於 け る
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4-NQOreductase活 性 はcontrolに 比 べ 有 意 に上 昇 し,肺 で は136～166%,肝 で は152～
168%で あ った。 ま た4-HAQOreductase活 性 もcontrolに 比 べ 有 意 に 上 昇 し,肺 で は158～
162%,肝 で は156～157%で あ った 。
皿4-NQOと そ の代 謝 産 物 の肺 な らび に肝 組 織 内分 布 に及 ぼ す 塩 化 ア ル ミ ニ ウム の 影響
マ ウス に 王4C-4-NQO「 と塩 化 アル ミニ ウムを 同 時 に背 部 皮 下 投 与 す る と ,投 与1時 間 迄 の組 織
当 りの総 放射 能 は 有意 に 肺 で は減 少 し,肝 で は 逆 に増 加 した。 投 与2時 間 以 後 の 両 臓 器 の 放 射 能
の分 布 は4-NQO単 独 投 与 群 と差 は なか った。 即 ち塩 化 アル ミニ ウム は4-NQOの 投 与 後1時 間
以 内 の組 織 内分 布 に何 らか の 影 響 を 及 ぼす こ とが 示 唆 され た。
さ らに,14C-4-NQOと 塩 化 アル ミニ ウム の 同 時 皮 下 投 与%時 間 後 の 肺 な らび に 肝 臓 器 中 の4-
NQOと その 代 謝産 物 の 組 織 内 分 布 に つ いて 検 討 した 。
肺 に於 い て は塩 化 ア ル ミニ ウ ムの 皮 下 投 与 に よ り,発 癌 物 質4-NQO,4-HAQOの 組 織 内分
布 は4-NQO単 独投 与群 に比 べ それ ぞ れ55%及 び61%と 有 意 に 減 少 し,非 発 癌 物 質4-AQO,4-
OHQOの 組 織 内分 布 はそ れ ぞれ129%,139%と 増 加 した 。
従 って塩 化 アル ミニ ウム皮 下 投 与 に よ る肺 組 織 内の4-NQO,4-HAQOの 減 少 が 塩 化 ア ル ミ
ニ ウム に よ る発 癌 抑 制 機 構 の 一 因 と推 定 され た 。
一 方 肝 で は塩 化 アル ミニ ウム と14C-4-NQOの 同時 皮 下 投 与 に よ る4-NQO
,4-HAQOの 組
織 内 分布 は4-NQO単 独 投 与群 と差 は なか った が,.他 の代 謝 産 物4-AQO,4-OHQO,4-OHQ
の組 織 内分 布 は増 加 した 。
な お肺 な らび に 肝 に於 て 構 造 未知 の物 質 が 認 め られ たが,塩 化 ア ル ミニ ウム の 同 時 皮下 投 与 に
よ り,肺 で は4-NQO単 独 投 与 群 に比 べ74%と 有 意 に 減 少 し,一 方 肝 で は逆 に150%と 増 加 した。
本 未知 物 質 が単 な る非 発 癌 性polarmetabolite(s)で な くultimatecarcinogen(s)で あ る と
して も,塩 化 アル ミニ ウムの 同 時 皮 下 投 与 に よ り,4-NQO発 癌 の標 的 臓 器で あ る 肺 で の組 織 内
分 布 量 は減 少 レて い るの で ・4-NQO・4-HAQOの 肺 組 織 内分 布 の 減少 も ・ 塩化 アル ミニ ウ ム
に よ る発 癌 抑 制 機 構 の 一 因 と推 定 され る。
IV4-HAQOの 核 酸 への 結 合 に 及 ぼす 塩 化 アル ミ ニ ウム の影 響
発 癌 物 質4-HAQOの 核 酸 へ の 結 合 に 及 ぼす 塩化 ア ル ミニ ウム の影 響 につ い て 検 討 した。 即 ち
マ ウス な ら び に ラ ッ トの 肺 及 び肝DNA,RNAを 用 い て,4-HAQOの 各 核 酸へ の結 合 に及 ぼす
影 響 につ い てseryl-AMP共 存 下 のinvitroと,塩 化 ア ル ミニ ウ ム皮 下 投 与に よ るinvivoで
検 討 した。
マ ウ ス な ら び に ラ ッ トの 肺 及 び肝DNA,RNAと 塩 化 アル ミニ ウムを氷 浴 中にてpretreatment
す る こ とに よ り,4-HAQOの 各 核 酸 へ の 結 合 は 著 明 に 抑 制 され た。
マ ウス の場 合,invitroに 於 いて 添 加 する 塩 化 ア ンモ ニ ウム の量 が反 応 に用 い た核 酸 と約 等 モ
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ル(リ ンに 換 算 して)の 時,4-HAQOの 肺 及 び 肝 のDNA,RNAへ の結 合 率 はcontrolに 比 べ
51～57%で あ った。 塩 化 アル ミニ ウ ムの 添 加 量 を 増 加 す る と,4-HAQOの 各 核 酸へ の結 合 は著
し く抑 制 され,核 酸 の 約4倍 モル の 塩 化 ア ル ミニ ウムの 添加 に よ り,肺DNA,RNAへ の4-HA
QOの 結 合 率 はcontro1に 比 べ それ ぞ れ26%及 び43%で あ った 。
ラ ッ トの 場 合,反 応 に用 い た 核 酸 と約等 モ ル の塩 化 ア ル ミニ ウ ム を添 加 す る こと に よ り,両 臓
器 のDNA,RNAへ の4-HAQOの 結 合 率 はcontrolに 比 べ56～68%で あ った 。核酸 の 約4倍 モル
の塩 化 ア ル ミニ ウ ム を 添 加 した場 合 の ラ ッ ト肺DNA,RNAへ の4-HAQOの 結 合 率 はcQntrol
に 比 べ とも に41%で あ っ た。
塩 化 アル ミニ ウム の 添 加 に よる4-HAQOの 核 酸 への 結 合 抑 制 効 果 は マ ウス の方 が ラ ッ トに比
べ わ ず か に 強 くあ らわれ た 。
V塩 化 アル ミニ ウム 皮下 投 与 に よ る4-HAQOの マ ウ ス な らび に ラ ッ ト肺 及 び肝DNA,
RNAへ の結 合 に 及 ぼ す 塩 化 ア ル ミニ ウム の影 響
塩 化 アル ミニ ウム を マ ウス な らび に ラ ッ トに皮 下 投 与 し,そ れ らの 肺及 び肝DNA,RNAを 用
いて4-HAQOの 各 核 酸 へ の 結 合 に 及 ぼ す 塩 化 ア ル ミニ ウムの 影 響 につ い て検 討 した。
マ ウス で は塩 化 ア ル ミニ ウム の皮 下 投 与 に よ り肺及 び肝 のDNA,RNAへ の4-HAQOの 結 合
は 抑 制 され,肺DNA及 びRNAへ の4-HAQOの 結 合 率 はcontrolに 比 べ それ ぞれ72%及 び74%
で あ り,肝 で は それ ぞ れ62%及 び64%で あ った。
一 方 ラ ッ トで は肺DNA
,RNA及 び肝DNAへ の4-HAQOの 結 合 は抑 制 され た が,肝RNAに
つ い て は塩 化 アル ミニ ウム の 皮 下投 与 に よ る影 響 は なか っ た。 即 ち肺DNA,RNA及 び 肝DNA
へ の4-HAQOの 結 合 率 はcontrolに 比べ そ れ ぞ れ60%,45%及 び40%で あ った が,肝RNAへ の
結 合 率 はcontrolに 比 べ91%で あ?た 。
VI塩 化 ア ル ミニ ウム と14C-4-NQOの 同 時皮 下 投 与 に よ る マ ウス な らび に ラ ッ ト肺 及 び
肝DNA,RNAへ の放 射 能 の 結合 に及 ぼ す 塩化 アル ミニ ウ ム の影 響
塩 化 アル ミニ ウム と14C-4-NQOを 投 与 部位 を 異 に し,同 時}こ背部 皮 下 投 与,1時 間 後 にそ れ
らの肺 な らびに 肝DNA,RNAを 分 離 し,各 核 酸 に結 合 す る 放射 能 の 量 を 測定 した。
塩 化 アル ミニ ウム の 同時皮 下 投 与 に よ り,マ ウス 及 び ラ ッ トと もに 肺DNA,RNAへ の 放 射 能
の結 合 は抑 制 され,そ れ ら の結 合 率 は4-NQO単 独 投与 群 に比 べ マ ウスで は それ ぞれ58%及 び78
%で あ り,ラ ッ トで は それ ぞ れ46%及 び65%で あ った。 一 方 肝DNA,RNAへ の放 射 能 の 結 合 率
は,マ ウス及 び ラ ッ トと も に4-NQO単 独 投 与 群 と差 が なか っ た。 この よ うに塩 化 アル ミニ ウム
と14C-4-NQOを 同 時 に皮 下投 与 す る時,塩 化 ア ル ミニ ウ ム の効 果 は マ ウ ス,ラ ッ トと も に肺D
NA及 びRNAに あ らわ れ たが,肝 に つ い て は ほ と ん ど影響 が なか った。
従 って 塩 化 ア ル ミニ ウム の 皮下 投 与 に よ る発 癌物 質 の肺 結 核 へ の結 合 抑 制 効 果 が,塩 化 アル ミ
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ニ ウ ムに よ る4-NQOマ ウス 肺癌 抑 制 機 構 の 一 因 と推 定 され た 。
W4-HAQOの 各 種 核 酸 塩 基 へ の 結 合 に 及 ぼ す 塩 化 ア ル ミニ ウム の影 響
各 種homopolyribonucleotides〔poly(A),poly(G),poly(1),poly(X),poly(C)及 び
poly(U)〕 を 用 い,seryl-AMP共 存 下,invitroで4-HAQOの 各核 酸塩 基 へ の結 合 に及 ぼ
す 塩 化 ア ル ミニ ウム の 影響 を検 討 した。
塩 化 ア ル ミニ ウム の 抑制 効果 はpoly(G)に 最 も強 くあ らわ れ,次 いでpoly(A),poly(1),
poly(X)の 順 で あ った。 一 方poly(C)及 びpoly(U)へ の4-HAQOの 結 合 に 及 ぼ す 塩 化 アル
ミニ ウム の 影 響 は なか った。 マ ウス肺DNA,RNA,poly(G)及 びpoly(A)へ の4-HAQOの
結合 率 はcontro1に 比べ それ ぞれ46%,56%,18%及 び53%で あ った 。
従 って 塩化 ア ル ミニ ウム に よ る4-HAQOの マ ウス 肺DNA,RNAへ の 結合 抑制 効果 は 主 に4-
HAQOのpurine塩 基,と くにquanineへ の 結 合 を 抑 え る こ とで あ る と推定 され た。
田4-HAQOと 各 核 酸 塩 基 との 付 加体 生 成 物 の 種 類 と塩 化加 水分 解 に対 す る それ らの 安定
性 に 及 ぼ す塩 化 ア ル ミニ ウ ムの 影 響
4-HAQOとpoly(G),poly(A)及 び マ ウス 肺DNAの 塩 基 との 付 加体 生成 物 の 種 類 と塩 酸加
水 分解 に対 す るそ れ らの安 定 性 に及 ぼす 塩 化 アル ミニ ウ ムの 影 響 に つ い て ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ
フ ィー を 用 い検 討 した。
4-HAQOとpoly(G)と か ら生 成 す る付 加 体 は主 に2種 類(QG-1,QG一 豆)で あ り,poly
(A)か らは1種 類(QA一 皿),マ ウ ス肺DNAか らは 主 に3種 類(QG-1,QG一 丑,QG一 皿)
が認 め られ た 。
塩 化 ア ル ミニ ウム の添 加 に よ りcontro1と 異 っ た付 加 体 生 成 の 可能 性 も あ る の で検 討 した が,
poly(G),poly(A)及 び マ ウス肺DNAと4-HAQOと か ら生 ず る付 加体 生 成 に於 いて,contro1
と異 った 生成 物 は認 あ られ なか った 。
ま た こ れ ら付 加 体 の塩 酸 加 水 分 解 に対 す る安 定 性 につ い て,ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フィ ー に於
け る各 付 加体 の生 成 率 を用 い検 討 した。
Poly(G)と4-HAQOと か ら生 成 す る主 た る付 加 体QG一 皿(構 造未 知 で あ る がguanineと4-
AQOと の化 合 物 で あ る と推 定 され て い る。)の 生 成 率 は 塩 化 ア ル ミニ ウム の添 加 に よ り減 少 し,
4-AQO(塩 酸 加 水 分 解 の 際,付 加 体 か ら遊 離 した もの 。)の 生成 率 は増 加 した。
Poly(A)と4-HAQOと か ら生 成 す る付 加体QA一 ∬(adeuineと4-AQOと の 化合 物)及 び
4-AQOの 生 成 率 に及 ぼす 塩 化 アル ミニ ウム の 影 響 は なか った。 従 って4-HAQOと のguanine
との付 加 体 は 塩化 アル ミニ ウム の存 在 下 で は 塩 酸 加 水 分 解 の 際,4-AQOを よ り離 脱 しやす い状
態 に あ る と思 わ れ る。
マ ウス 肺DNAと4-HAQOと か ら生 ず る各 付 加 体 も塩 化 ア ル ミニ ウム の存 在 下 で4-AQOを
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離脱 しやす い が,塩 化 ア ル ミニ ウム のpoly(G)へ の効 果 ほ ど 著 明 で は な か っ た。 これ はDNA
がpo】y(G)の よ うな単 純 な 塩 基 組 成 で は な い た め と思 わ れ る。
即 ち塩化 ア ル ミニ ウム は4-HAQOのquanineへ の結 合 を 抑 え る と と もに4一}IAQOとquanine
との 付 加体 生 成 物 の安 定 性 に も 影響 を 及 ぼ して い る ことが 示 唆 され た。
以上,山 根 らが見 い 出 した 塩化 ア ル ミニ ウム に よ る4-NQOマ ウ ス 肺癌 抑 制 効 果 を 生 化 学 的 に
研 究 した結 果,
D発 癌 物 質 の非 発 癌 物 質 への 速 やか な代 謝。
ID発 癌 物 質 の肺 組 織 内分 布 の 減少 。
lD発 癌 物 質 の肺DNA,と くにquanineへ の 結 合 の抑 制 。
が 見い 出 され た 。
従 って 以 上 の 三 要 因が 塩 化 アル ミニ ウ ム}こよ る4-NQOマ ウ ス肺 癌 抑 制 機 構 の一 因 と推 定 され
たσ
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審 査 結 果 の 要 旨
金属 の 生 体 に対 す る影 響 は 種 々の 観 点 か ら追 求 されて い る が,化 学 発 癌 に対 す る効 果 に 関 す る
研 究 は,未 だ 数 少 ない 。
本 論 文 は4一 ニ トロ キ ノ リン1一 オ キ シ ド(4-NQO)に よ る肺 癌 誘 発 に対 し,アル ミニウム が
抑 制 効 果 を 示 す との 知 見 に 関 し,そ の 作 用機 序 を生 化学 的 に 明か に した も ので あ る。
まず,4-NQOの 代 謝 に対 す る影響 につ い て研 究 が行 われ,基 礎 実 験 と して,4-NQO代 謝 成
分 の 微 量 定 量 の 条 件 が 確 立 した。 この 定量 法 を 用 い,4-NQOの 活 性 化 代 謝 と して 還 元 に よ る ヒ
ドロキ シル ア ミン(4-HAQO)お よ び解 毒代 謝 と して さ らに 還元 の進 ん だ ア ミ ン体(4-AQO)
の生 成 お よ び それ らに対 す る塩 化 アル ミニ ウム の 影 響 が検 討 され た。 その 結 果,ア ル ミニ ウ ム投
与 は肝 に お け る4-NQO還 元 酵素 並 びに4-HAQO還 元酵 素 お よ び この 還 元 に 関 与す る肝 上 清 中
のdiapho!aseの 活 性 を 有 意 に上 昇 させ る こ とを 認 め た。 ま た14C-NQOを 用 いて の実 験 で 塩 化 ア
ル ミニ ウ ム の投 与 は4-NQOの 発 癌 標 的臓 器で あ る 肝 に お け る4-NQOお よ び4-HAQOの 量 を
減 少 させ,逆 に 解 毒 代 謝 産 物 で あ る4-AQOお よ び4一 ヒドロキシキノリン1一 オキシ ド(4-OHQO)
の量 を 増 加 させ る こ とを 認 め た。 この 結 果 か ら塩 化 ア ル ミニ ウム に は肺 組 織 内 の4-NQO,お よ
び4-HAQOを 滅 少 させ る こ とが,そ の 発 癌 抑 制作 用 の 一 因で あ る こ とが 検 定 され た。
次 に4-HAQOの 核 酸 へ の 結 合 に対 す る塩 化 ア ル ミニ ウム の 効 果 が 追 求 され,ま ずinvitroで
seryl-AMP共 存 下 で の4-HAQOのDNAお よ びRNAに 対 す る結 合 が塩 化 アル ミニ ウムの 存 在
下 で 著 し く阻害 され る こ とを 見 出 した 。 ま た,同 様 の 結 果 がinvivo投 与実 験 で も示 され た。 こ
の 場 合,肝DNAお よ びRNAへ の4-HAQOの 結 合 は 塩 化 ア ル ミニ ウムで 影 響 を うけず 標 的 臓 器
で あ る 肺で 抑 制 が認 め られ た 。 さ らに4-HAQOが 結合 す る 核酸 塩 基 は主 に グ ア ニ ンで あ る こ と
が 確 め られ た。
以上 の結 果,塩 化 アル ミニ ウ ムの4-NQO発 癌抑 制 作 用 と して は,代 謝 に対 す る影 響 と同 時 に,
4-NQOの 活性 体 で あ る4-HAQOの 核 酸 へ の 結 合 の抑 制 が 推定 され た。
以上 の研 究 は 化学 発 癌 に対 す る金 属 の影 響 を 生 化 学 的 に 明 か に した点,高 く評価 され,博 士 論
文 に値 す る も の と 考 え る。
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